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^ (54) Title: METHOD FOR QUANTIFYING MOLECULES 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR QUANTEFIZIERUNG VON MOLEKULEN 
00 

OS (57) Abstract: The invention relates to a method for determining the ratio of the protein frequencies of proteins of the same type in 
a first and at least one second sample, to a method for determining the concentration of stable isotopes in molecules and to a method 
for determining the incorporation rate of labelled substances into proteins. 

^ (57) Zusammen£as$ung: Die vorliegende Erfindrmg betrifft ein Verfahren zur Bestimmnng des Verhaltnisses der ProteinhSufigkei- 
ten gleichartiger Proteine in einer ersten und einer mindestens zweiten Probe ein Verfahren zur Bestimmung der Anreicherun^ von 
1^ stabDen Isotopen in Molekulen und ein Verfahren zur Bestimmung der Einbaurate von markierten Substanzen in Proteine. 
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Beschretbunq 
Verfahren zur Quantifizieruna von Molekulen 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Anreicherung von stabifen Isotopen in MolekQIen, ein Verfahren zur 
Bestimmung des Verhaltnisses der Proteinhaufjgkeiten gleichartlger 
10 Proteine In einer ersten und einer mindestens zweiten Probe, ein 
Verfahren zur Bestimmung der Einbaurate von markierten Substanzen 
in Proteine und ein Verfahren zur Gewinnung von Informationen uber 
Proteine und/oder Peptide. Die Proben bestehen insbesondere aus 
Zellen, Zellsystemen, Organismen oder Teilen davon. 

15 

In der Proteinanalytik hat die Verwendung von Massenspektrometern im 
vergangenen Jahrzehnt eirten groBen Aufschwung erlebt. Dies hSngt mit 
der Entwicklung spezieiler massenspektrometrischer Methoden 
zusammen, mit denen die Massen groRer BlomolekQIe, beispielsweise 
20 Proteine oder Peptide, mit hoher PrSzision bestimmt werden kOnnen. 
Aufgrund solcher IVlassenbestimmungen und Informationen aus Gen- 
und Proteindatenbanken kannen Proteine heute im Hochdurchsatz 
identifiziert werden. 

25 Die angewandten massenspektrometrisohen Methoden sind MALDI- 
TOF-Massenspektrometrie und ESI-Massenspektrometrie. Dabei sind 
MALDI (Matrlx-Assisted-Laser-Desorption-lonisation) und ESI (Electro- 
Spray-lonisation) lonisierungsmethoden» mit denen Biomolekule 
"schonend", d. h. zerstorungsfrei, ionisiert werden konnen. Zum 

30 IVIassennachweis der ionisierten BiomolekQIe werden 
IVIassenanalysatoren benutzt, die lonen entsprechend ihres Masse zu 
Ladung VerhSltnisses m/z untersuchen kdnnen. Als 
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Massenanalysatoren sind Flugzeit (TOF == Time Of Flight) MS, 
Quadrupol MS, lonenfallen MS und FTICR (Fourier Transform Ion 
Cyclotron Resonanz) MS (MS = Massenspektrometrie) im Gebrauch. 

5 Massenspektren von Biomolekulen zeigen eine Massenverteilung, die 
aufgrund der unterschiedlichen Massen der natQrIich vorkommenden 
Isotope der Elemente entstehen, aus denen die Biomolekule aufgebaut 
sind. Mit Massen spektrometern, die eine genQgend groRe 
MassenauflOsung besitzen, kOnnen die Massenverteilungen von 

10 BiomolekOlen in einzelne Massenpeaks aufgelOst werden. Solche 
Massenpeaks bzw. ihre Verteilungen werden im folgenden als 
Isotopomere bzw, Isotopdmerenverteilungen bezetdinet Da In diesem 
Bereich keine einheitllche Nomenklatur besteht, ist im folgenden unter 
Isotopomer auoh Isotopolog oder vergleichbare AusdrOcke zu verstehen. 

15 Der Begriff Isotopomerenvertellung ist auch mit dem Begriff 
Isotopenmuster gleichzusetzen. 

Beispiele fOr die VenA^endung von Massenspektrometrie in der 
Proteinanalytik, hier in Verbindung mit der Markierung von Analysaten 
20 mit stabilen Isotopen, sind die in [Chen 2000], [Veenstra 2000], [Ong 
2002] und [Pratt 2002] beschriebenen Verfahren, welche die 
Bestimmbarkeit von Proteinen bzw. Peptiden durch Massen-Fingerprints 
verbessern bzw. erieichtern. 

25 Bei dem in [Chen 2000] beschriebenen Verfahren wird zweifach 
deuteriertes Giycin oder dreifach deuteriertes Methionin zu qualitativen 
Zwecken in Proteine von Bakterien eingebaut, urn dadurch die 
Bestimmbarkeit von Proteinen bzw. Peptiden durch Massen-Fingerprints 
zu verbessern- Aufgrund der gerlngen Massendifferenzen zwischen 

30 markierten und nicht markierten AminosSuren und den daraus 
resuitierenden Oberlappungen ihrer Isotopomerenverteilungen est dieses 
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Verfahren nur fur Peptide mit einer Masse von kleiner als 2000 Da 
anwendbar. 

Bei den in [Veenstra 2000] und [Pratt 2002] beschriebenen Verfahren 
5 wird mit stabilen Isotopen nnarkiertes Leucin (Leu-d10) in Bakterien 
eingebaut. In einer ahnlichen Vorgehensweise, bei dem in [Ong 2002] 
beschriebenen Verfahren, wird mit stabilen Isotopen markiertes Leucin 
(Leu-d3) in Saugetierzellkulturen eingebaut Diese Studien sind so 
angelegt, daft mdglichst grofie Massendifferenzen zwischen markierten 

10 und nicht markierten Proteinen bzw. Peptlden erzeugt werden, urn 
getrennte, nicht Qberlappende Isotopomerenverteilungen, die mit Hilfe 
der MALDI-TOF-Massenspektrometrie bzw. ESI-Q-TOF- 
Massenspektrometrie ermlttelt werden, zu erhalten. Neben der 
Voraussetzung weitestgehender Oberlappungsfreiheit der 

15 Isotopomerenverteilungen markierter bzw, nicht marklerter MolekOle 1st 
eine weitere Voraussetzung bei diesen Verfahren, daS die markierte 
Protein- bzw, Peptldfraktion mSglichst vollstSndig in thren 
Markierungspositionen markiert 1st, da nur dann quantitative Ergebnisse 
erzlelt werden kdnnen. Insbesondere ist hiernach ohne eIne komplette 

20 Inkorporation von Leu-d3 In den Proteinen eine genaue Quantlflzierung 
der markierten und unmarkierten Zellen nicht mOglich. 

Die oben erwShnten Verfahren sind daher nur zur Untersuchung von 
Organismen oder Zellen geeignet, in denen Aminosauren mit nonnaler 

25 Isotopenzusammensetzung nahezu vollstandig durch entsprechende, 
mit stabilen Isotopen markierte Aminosauren ausgetauscht werden 
konnen. Dabei ist man im wesentlichen auf Zellen bzw. einzellige 
Organismen beschrSnkt, die in mit stabilen Isotopen markierten 
Kulturmedien gezuchtet werden konnen, Nicht verwendbar sind diese 

30 konventionellen Methoden fOr die "in vivo" Markierung ganzer 
Lebewesen, z. B. von l\/iausen, da die erforderlichen hohen 
Markierungsgrade dort nicht erreicht werden kdnnen. 
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Wunschenswert sind daher neue Verfahren zur Gewinnung weiterer 
moiekUlspezifischer Parameter, die eine weitere qualitative und/oder 
quantitative Analyse von Molekulen, insbesondere Proteinen und/oder 
5 Peptiden, ermoglichen. 

Aufgabe der Erfindung 1st es, Verfahren zur qualitativen bzw. 
quantitativen Analyse von MolekQIen bereitzustellen, die schnell, selektiv 
und kostengunstig durchgefQhrt werden kdnnen. 

10 

DIese Aufgabe v^lrd gelOst durch den Gegenstand der unabhdngigen 
AnsprOche, Bevorzugte AusfQhrungsformen sind In den abhanglgen 
AnsprQchen genannt Der Wortlaut sSimtlicher AnsprQche wlrd hiermit 
durch Bezugnahme zunn Inhalt der Beschreibung gemacht 

15 

Oberraschenderweise wurde gefunden, da& durch die Auswertung der 
Isotopomerenverteilung von Molekulen diesbezugliche Aussagen 
getroffen werden kOnnen, 

20 ErfindungsgemaS wird bei einem Verfahren zur Bestimmung der 
Anreicherung von stabilen Isotopen in MolekQIen. Insbesondere in 
Proteinen und/oder Peptiden, die Isotopomerenverteilung der MolekQIe 
durch Massenspektrometrie ermittelt und die Anreicherung der stabilen 
Isotope durch Vergleich der ermittelten Isotopomerenverteilung mit einer 

25 Referenzverteilung der Molekule berechnet 

In einer Weiterbildung der Erfindung ist die Referenzverteilung die 
theoretische, insbesondere natQrIich vorkommende, 

Isotopomerenverteilung der MoiekQle. Jede Abv^eichung von der 
30 naturlich vorkommenden Isotopomerenverteilung kann auf die 
Anreicherung der MolekQIe mit stabilen Isotopen zurQckgefQhrt werden. 
Die Anreicherung kann durch Markierung der MolekQIe mit stabilen 
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Isotopen erfolgen und/oder beisplelsweise durch MIschung von zwei 
Proben, wobei eine Probe eine natQrIiche Oder sonst bekannte 
Isotopomerenverteilung aufweist und die andere Probe mit einem oder 
mehreren stabilen Isotopen markiert ist. Im Fall einer Mischung 
5 verschiedener Proben kann das Verhaltnis der Proteinhaufigkeiten p 
gleichartiger Proteine in den jeweiligen Proben bestimmt werden, 
vorrausgesetzt, daB die Isotopomerenverteilungen der MolekQIe mit den 
entsprechenden stabilen Isotopen in alien Proben und alle 
Verbindungen bekannt und homogen sind. 

10 

Die Isotopomerenverteilung hierzu kann beispielsweise durch ein 

Verfahren zur Bestimmung der Anrelcherung von stabilen Isotopen in ^ 

Proteinen, Pepliden und/oder deren Fragmenten ermlttelt werden. 

Hierbei werden die AminosSuren und/oder die Fragmente der Proteine 

15 und/oder Peptide durcfi beispielsweise Hydrolyse und ansclilieBende 
Ghromatographie gewonnen. Die Isotopenzusammensetzung der 
AminosSuren und/oder der Fragmente und/oder Atome wird bestimmt, 
und aus den bestlmmten Isotopenzusammensetzungen IceJnnen die ^ 
Isotopomerenverteilungen ermittelt werden. FQr die Bestimmung der | 

20 Isotopenzusammensetzungen ist insbesondere die ICP-(lnductively j 
coupled plasma)-MS geelgnet. 

Bel Verwendung dieses Verfahrens mu(J vorteilhafterweise nur eine 
Massenspel<trom©trie einer Mischung von beispielsweise 2wei 
25 unterschledlichen Proben durchgefOhrt werden, um das Verhaltnis der 
Proteinhaufigkeiten gleichartiger Proteine dieser Proben bestimmen zu 
k6nnen. 

In einer Weiterbildung der Erfindung ist die MolekUlzusammensetzung 
30 bekannt bzw. wird die MolekUlzusammensetzung auf Basis des Massen- 
Fingerprints der MotekQIe ermittelt und die theoretlsche 
Isotopomerenverteilung der MolekQIe rechnerisch anhand der 
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MolekQIzusammensetzung und/oder mit Hilfe z. B. einer Datenbank 
bestimmt. 

In einer welteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die 
5 Referenzverteilung aus nicht angereicherten MolekQIen und/oder 
angereicherten Molekulen mit bekannter Anreicherung bestimmt. 

Weiterhin umfaRt die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung der 
unterschiedlichen Anreiclierung von stabllen Isotopen in Proteinen, 

10 Peptiden und/oder deren Fragmenten von verschledenen Proben, 
welches sich dadurch auszeichnet, daR die stabile Isotopenanreicherung 
des Pools von einem oder mehreren individuellen AminosSuren- 
Bestandtellen in der Probe mit dem Protein und/pder Peptid 
experimentell bestimmt wird. Hierbei werden Aminosauren und/oder 

15 Fragmente der Proteine und/oder Peptide beispielsweise durcii 
Hydroiyse und anschlieBende Chromatographie Oder MS/MS Oder 
ahnliches gewonnen und die Isotopenzusammensetzung der 
Aminosauren und/oder der Fragmente bestimmt. Aus den bestimmten 
Isotopenzusammensetzungen kann die durchschnittliclie 

20 Anreicherungsrate von einem oder melireren individuellen 
Aminosaurebestandteilen bestimmt werden. DIese 

Aminosaurenanrelcherung eriaubt eine massenspektrometrische 
Messung der markierten Probe oiine die theoretlschen Isotopomer- 
Verteilungen von einer Vergleiciisprobe zu errechnen. 

25 

Erfindungsgemaft umfaSt das Verfahren zur Bestimmung der 
Anreicherung von stabilen Isotopen in Proteinen in einer Probe folgende 
Schritte: 

Markieren der Proteine der Probe mit stabilen Isotopen, 
30 - Separation der Proteine der Probe mit Hilfe eines 
Separationsmittels, insbesondere eines 2D-Gels, gegebenenfalls 
in mehreren Schritten, 



wo 03/098182 



PCT/EP03/05091 



-7- 

gegebenenfalls Gewinnung von Fragmenten aus den separierten 
Proteinen durch spezifisches Spalten oder Verdau der Proteine 
vor Oder nach der Separation, 

Ermittein der Isotopomerenverteilung der Fragmente durch 
5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie und 

Berechnung der Anreicherung von stabilen Isotopen aus der 
ermittelten Isotopomerenverteilung im Vergleich mit einer zu 
erwartenden Isotopomerenverteilung eines Referenzwertes, z. B. 
die natOrlich vorkommende oder eine bekannte 
10 Isotopomerenverteilung. 

Die Erflndung umfaGt ferner ein Verfahren zur Bestimmung der 
Anreicherung von stabilen Isotopen in Proteinen, Peptiden und/oder 
deren Fragmenten^ bei dem die AmlnosSuren und/oder die Fragmente 

15 der Proteine und/oder Peptide durch Hydrolyse und anschlleSende 
Chromatographle gewonnen, die Isotopenzusammensetzung der 
Aminosauren und/oder der Fragmente bestlmmt und aus den 
bestimmten Isotopenzusammensetzungen die Anreicherungsrate 
bestimmt wird. FOr die Bestimmung der Isotopenzusammensetzungen 

20 ist beispielsweise die ICP-(lnductively coupled Plasma)-MS geeignet 

Werden mehr als zv^ei Proben untersucht, kann beispielsweise eIne 
Probe unmarkiert bieiben, eine zweite Probe mit beispielsweise und 
eine eventuelie dritte oder weitere Proben mit beispielsweise ^^C oder 

25 gleichwertigen Isotopen markiert und die Proben anschlielJend gemischt 
werden. Wenn die Isotopenverteilung der Aminosauren fOr alle Proben 
bekannt ist, kann eine Mischung von Proteinen aus alien Proben unter 
Berucksichtigung der Isotopomeren mehrerer Peptide eines Proteins, 
insbesondere durch mehrere IVIessungen unterschiedlich kombinierter 

30 Mischungen der Proben, quantlfiziert werden. 
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Den erfindungsgemaSen Verfahren ist gemelnsam, dafi zu einer 
Analyse von MolekQIen die Isotopomerenverteilung der MolekQle mit 
Hirfe einer hochauflSsenden Massenspektrometrie, insbesondere der 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie, ermittelt wird. Ausgehend von den 
5 derart ermittelten Isotopomerenverteilung ist es mGglich, verschiedene 
qualitative und/oder quantitative Aussagen Uber die MolekUle zu treffen. 
Die Isotopomerenverteiiungen komnnen durch die Existenz von 
scliweren Isotopen der Elemente zustande, aus denen die MolekUle 
aufgebaut sind. Den groSten EinflulS bei Isotopomerenverteiiungen von 
10 Peptiden haben hierbei die relativ haufigen schweren Isotope der 
Elemente Kohlenstoff (^^C =1,1 %) und Stickstoff (^^N = 0.37 %). 

Die mit der TOF-, insbesondere MALDI-TOF-, Massenspektrometrie 
erzielbare Massenaufl5sung liegt deutlich Qber der durch andere MS- 
15 Techniken (ESI-Quadrupol- bzw. lon-Trap-MS) erzielbaren 
Massenaufl6sung. Auch Verfehren mit vergleichbarer Oder besserer 
Massenaufldsung, wie der FTICR-MS, kOnnen angewandt werden. 

Oberraschendenweise konnte aufgezeigt werden, daR mit Hilfe der 
20 MALDI-TOF-Massenspektrometrie die Isotopomerenverteiiungen von 
Peptiden hochaufldsend, innerhalb enger Fehlergrenzen reproduzierbar 
ermittelt werden kdnnen. 

Die Reproduzierbarkelt solcher, mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
25 gemessenen. Isotopomerenverteiiungen wurde bislang nicht eingehend 
getestet. Zum qualitativen Verglelch wurden diese Verteilungen zwar oft 
herangezogen, dagegen wurden quantitative Aussagen nicht aus 
Einzelverteilungen bzw. Uberlagerungen von EInzelverteilungen, 
sondern nur aus massenmalJig weit auseinanderliegenden, durch hohe 
30 Isotopenanreicherungen der MolekQle gewonnene, Einzelverteilungen 
abgeleitet. Argumente gegen Ihre quantitative Venwendung wurden mit 
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verfaischenden, nicht kalibrierbaren EinflQssen aus dem MALDI- 
lonisationsprozeB und der TOF-Massenanalyse begrOndet. 

ErflndungsgemaR umfaBt das Verfahren zur Bestimmung des 
5 Verhaltnisses der ProteinhSufigkeiten gleichartiger Proteine in einer 
ersten und elner mindestens awelten Probe folgende Schritte: 

Markieren der Proteine nnlndestens einer Probe mit stabilen 

Isotopen, 

Herstellung einer Proteinmischung gleicher Proteinmengen aus 
10 der ersten und der mindestens zweiten Probe, 

getrennte Separation der Proteine der ersten Probe, der 

Proteinmischung und der mindestens zweiten Probe mit Hllfe 

ernes Separationsmittels, insbesondere eines 2D-Gels, 

gegebenenfalls in mehreren Schritten, 
15 - gegebenenfalls Gewinnung von Fragmenten aus den separierten 

Proteinen durch spezifisches Spalten oder Verdau der Proteine. 

vor Oder nach der Separation oder direkt nach der Markierung, 

Ermltteln der Isotopomerenverteilung der Fragmente durch 

MALDI-TOF-Massenspektrometrie und 
20 - Berechnung der VerhSltnisse der Proteinhaufigkeiten zwischen 

der ersten und der mindestens zweiten Probe aus den ermlttelten 

Isotopomeren ve rtei lu n g en . 

Die HSufigkeiten der gleichartlgen, d, h. sich entsprechenden, Proteine 
25 in der ersten bzw. in der mindestens zweiten Probe sind unbekannt 
Durch das erfindungsgemaSe Verfahren wird das Verhaitnis dieser 
Haufigkeiten bestimmt. Das Verfahren ist analog zur Bestimmung des 
Verhaltnisses der Haufigkeiten sich entsprechender Peptide in der 
ersten bzw. in der mindestens zweiten Probe geeignet. Die gleichartigen 
30 Proteine kdnnen isollert vorhanden oder beispielsweise in Zelien 
lokalisiert sein. Sind die Proteine in Zellen lokalisiert, bestehen die 
beiden Proben typischenA^eise aus gleichartigen Zellkulturen, 
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sogenannten Zellpools. Durch das erfindungsgemSBe Verfahren werden 
hierbei die relativen zelluiaren ProteinhSufigkeiten bestimmt bzw. 
quantifiziert. 

5 Bei diesem Verfahren werden die unterschiedlicheri 
Isotopomerenverteilungen der Ausgangsproben und der 
Probenmischung bzw. der Probenmischungen zur Berechnung der 
Proteinh^ufigkeitsverhaitnisse und die Auswirkungen eines 
Beeinflussungsmittels auf diese VerhSltnisse bestimmt. 

10 

In einem ersten Schritt werden die Proteine mindestens einer Probe mit 
stabllen Isotopen marklert. Unter Markierung im Sinne der Erfindung 
wird das Einbringen von Elementen in die zu markierenden Proteine 
verstanden, die in dieser Zusammensetzung nicht natOrlich vorkommen, 
15 Oder in verschledenen relativen Verhaitnissen zu einander zwischen den 
mindestens zwel Proben vorkommen. Unter Einbringen wird 
beispielsweise der Einbau, insbesondere bei der Biosynthese innerhaib 
von Zeilen, markierter AmInosSuren in zu markierende Proteine und 
Peptide verstanden. 

20 

Die Markierung von Zellen kann vorteilhafterwelse "in vivo" durch das 
AnzQchten der Zellen auf einem Medium erfolgen, das nrarklerte 
Aminosduren oder andere Quellen fQr die entsprechenden Elemente 
enthait. Die beispielsweise angerelcherten Aminosauren werden In die 
25 Zellen aufgenommen und in die zu untersuchenden Zeilprotelne 
eingebaut. Die Aminosauren konnen beispielsweise ""^N, ^^C, ^®0, 
und/oder enthalten. Eine Markierung "in vitro" ist gleichfalls mdglich, 
beispielsweise durch Protein-Alkylierung. 

30 In einem zweiten Schritt wird eine Proteinmischung bekannter 
Proteinmengen aus der ersten und der mindestens zweiten Probe 
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hergestellt Eine Proteinmenge umfaBt alle in der Probe vorkommenden 
Proteme und wird durch herkemmliche Verfahren bestimmt. 

In einem weiteren Schritt werden die Protein© der ersten Probe, der 
5 Proteinmischung und der mindestens zwelten Probe mit Hllfe eines 
Separationsmittels, Insbesondere eines 2D-Gels, aufgetrennt. Die 
Trennung der ersten Probe und der zweiten Probe sind nur dann 
notwendig, wenn die Anreicherung von stabilen Isotopen in diesen 
Proben sonst unbekannt ist. Man erhSIt dadurch eine Auftrennung der in 
10 der Probe vorhandenen Proteine anhand von spezifisclien 
Proteineigenschaften, In Folge werden einzelne, durch die Separation 
gefundene Proteine analysiert. Hierbei werden die HSufigkeiten 
zugehdriger, sich entsprechender gleichartiger Proteine der ersten und 
der mindestens zwelten Probe zueinander in Bezlehung gesetzt. 

15 

Im einenn nSchsten Schritt werden die separierten Proteine durch 
Verdau in Fragmente bzw. Peptide aufgespalten, wobel die 
Fragmentierung auch bereits vorher durchgefOhrt worden sein kann. 

20 Nachfolgend wird die Isotopomerenverteilung der Fragmente durch 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie ermittelt. Die 

Isotopomerenverteilungen der Fragmente kann hochauflosend, 
innerhalb enger Fehlergrenzen reproduzierbar ermittelt werden. Dies ist 
eine Grundvoraussetzung des Verfahrens. 

25 

In eInem letzten Schritt werden die Verhaitnisse der Proteinhaufigkeiten 
zwischen der ersten und der mindestens zweiten Probe aus den 
ermitteiten Isotopomerenverteilungen berechnet Die Berechnung kann 
mit Hilfe der Isotopomerenverteilungen jeweils eines sich 
30 entsprechenden Fragments aus der ersten und der mindestens zweiten 
Probe erfolgen. Die Berechnung kann auch mit Hilfe der 
Isotopomerenverteilungen der jeweils sonst bekannten Oder geschatzten 
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Stabllisotopanreicherungen jeder einzelnen Probe erfolgen. Es kOnnen 
auch mehrere Isotopomerenverteilungen von unterschledlichen 
Fragmenten bzw. Peptiden eines Proteins zur Berechnung verwendet 

warden. 

5 

Die dargestellten Reihenfolgen der Schritte der erfindungsgemaBen 
Verfahren sind nur beispielhaft gewShlt und nicht zwingend. 

Das in [Vogt 1993] beschriebene Verfahren zur Bestimmung von 
10 Isotopenanreicherungen unter Verwendung von 

Isotopomerenverteilungen kann beispielsweise direkt zur Berechnung 
der Verhaitnisse der ProteinhSuflgkeiten angewendet werden. Hlerbei 
wird von der Tatsache Gebrauch gemacht, dalS sich die natOrliche 
isotopomerenvertellung eines MolekUls bei einer kQnstlichen 
15 Anreicherung des MolekQIs mit Isotopen, die In dieser Hdufigkeit In der 
Natur nicht vorkomnnen, spezifisch verschlebt. 

Die Berechnung basiert vorteilhafterweise auf der Bestimmung der 
reiativen Haufigkeiten von Peaks der Isotopomerenvertellung der 

20 Protelne bzw. Peptide. DIese Peaks werden mit Integer-Werten 
(i=0„..,n) bezeichnet die den Massen-Offset bezQglich des 
monolsotoplschen Peaks (1=0) In Richtung zunehmender m/z-Werte 
beschrelben. Die monolsotopischen Peaks der Protein- bzw. Peptld- 
MolekQIe sind die Peaks mit den niedrlgsten m/z-Werten in eIner 

25 Isotopomerenvertellung. Die isotopomerenverteilungen von MolekQIen 
sind massenspektrometrlsche Abbildungen ihrer isotopologischen 
Vertellung Mi (i=1..n), wobei Ml Isotopologe mit dem gleichen Massen- 
Offset i bezeichnet. 

30 Als RechengrOSen werden sogenannte RIA-Werte (Relative 
Isotopologue Abundance-Werte) verwendet. welche die relative Anzahl 
alter Isotopologe mit gleichem Massen-Offset I eines Proteins bzw. 
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Peptlds bezogen auf die Summe aller massenspektrometrisch 
bestimmbarer Isotopologe des Proteins bzw. Peptids darstellen. 
Dementsprechend erglbt sich ein RIA-Wert eines Isotopologes Mi eines 
bestimmten Protein- bzw. Peptid-Fragments p durch: 

5 

wobei Sp.i (1=0,. ...n) die massenspektrometrisch gemessenen lonen- 
Signale sind. die aus einer Isotopomerenverteilung der n Peaks einer 
10 isotopologischen Verteilung eines Peptids p abgeleltet werden. Die 
lonensignale werden aus Integralen Ober die entsprechenden Peaks 
bestlmmt. 

Wenn die molare Mengen eines isotopisch markierten Proteins mit L und 
15 die molare Menge eines Proteins in natorlicli isotoplscher 
Zusammensetzung mit N bezeichnet wird, ergibt sich der Molenbruch C 
eines Gemischs dieser Proteine durch: 

C = U<L+N) (2) 

20 

Der Molenbruch C bestimmt sich gemSS [Vogt 1993] zu: 

_ RM^,(L + N)-RIA^,iN) 

25 Durch Einsetzen der gemessenen Werte RIAp.i(L+N), RIAp.i(L) und 
RIAp.i(N) last sich der entsprechende Molenbruch Cp.i berechnen, wobei 
RIAp.i(L+N) die RIA-Werte des Gemisch, RIAp.i(L) die RIA-Werte der 
markierten und RIAp,i(N) die RIA-Werte der natQriich vorkommenden 
Proteine bzw. Peptide sInd. 
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Das molare VerhSltnis R = UN ergibt sich aus: 
= A = (4) 

5 . 

Zur Bestimmung des Molenbruchs Cp.r bzw. des molaren VerhSltnteses 
lassen sich alle n Peaks der Isotopomerenverteilung verwenden. Man 
erhait also eine n-fache Redundanz, die zur ErhShung der Genauigkeit 
verwendbar ist. 

10 

Die Verwendung von Isotopomerenvertellungen. die beispielsweise mit 
Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie hocliauflosend und 
reproduzierbar ermittelt werden, zur Berechnung von Verhaltnlssen von 
Protelnhaufigkeiten, beispielsweise mit Hilfe des in [Vogt 1993] 

15 beschriebenen Verfahrens, emnOgliciit die Bestinnmung von 
Verhaitnissen von ProteinhSufigkeiten (z. B. Quantiflzierung) bzw. 
MischungsverhSltnissen mit nledrigen Isotopenanreicherungen, von 
beispielsweise ca. 20 %. Alle bisher ver5ffentlichten Methoden sind auf 
das Errelchen sehr hoher Isotopenanreicherungen (> 90 %) in einem 

20 Marklerungsschritt angewiesen, um getrennte, Qberlagerungsfrele und 
definierte Isotopomerenvertellungen fOr markierte und unmarkierte 
Fragmente bzw. Peptide und m6glichst voiistandige Markierung alter 
vorgesehenen Markierungsstellen zu erzeugen [Gygi et al., 1999 und 
andere Gruppen]. 

25 

Das hier beschriebene Verfahren ist um ein Vielfaches schneller und 
biiliger als vergleichbare herkemmliche Verfahren, bei welchen 
Isotopenanreicherungen Ober 90 % benOtigt werden. Es handelt sich 
daher um ein neues Verfahren, dad betrachtliche Vortelle gegenOber 
30 den bisher vercJffentlichten Verfahren bietet 
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Das erfindungsgemSSe Verfahren hat den Vorteil, dass es keine 
Kenntnisse darUber voraussetzt, wie die Markierung In das Peptid 
und/oder Protein gelangt und ob es sich dabel um einen oder nnehrere 
gleiche oder versehiedene Markierungen handelt. AuRerdem spielt es 
5 keine Rolle, in welchem Umfang die Markierung in den Proteinen oder 
Peptiden angereichert wird. Ausschlaggebend 1st ailein, daS sich die 
maRenspektrometrisch gemessenen Peptidfragment- 

Isotopomerenverteilungen der zu vergleichenden markierten und 
unmarkierten Proteine genOgend unterscheiden, um auswertbar zu sein, 

10 

In einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung wird mindestens eine 
Probe vor der Herstellung der Proteinmischung mit mindestens einem 
Beeinflussungsmittel beelnflulit, insbesondere stimuliert. Die Probe stellt 
vorteiihafterweise eine blologische Probe dar, belspielsweise eine 

15 Zellkultur oder ein Zellsystem. Die Probe kann auch ein Organismus 
Oder ein Tel! davon sein oder davon abstammen. Die Verhaitnlsse der 
ProteinhSuflgkeiten sind ein MaS fOr die Auswlrkung der Beeinflussung 
bzw. der Stlnnulatlon auf die ProteinhSufigkellen. Auf diese Welse kann 
belspielsweise die Wirksamkeit eines Beelnflussungsmlttels auf das 

20 Zellwachstum untersucht werden. Analog kann mIt Inhibition gearbeltet 
werden. 

Die Erfindung umfaRt ferner ein Verfahren zur Bestimmung der 
Einbaurate von, mit stabilen Isotopen markierten, Substanzen. 
25 insbesondere von Aminosauren, in Proteine, welche von Zellen gebildet 
werden, mit folgenden Schritten: 

Mischen der markierten Substanzen mit den Zellen, 
Gewinnung von mindestens einer Proteinernte durch Entnahme 
der Proteine zu mindestens einem bestimmten Zeitpunkt, 
30 - getrennte Separation der Proteine der jeweiligen Proteinernten mit 
Hilfe eines Separationsmittels, Insbesondere eines 2D-Gels, 
gegebenenfalls in mehreren Schritten, 
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gegebenenfalls Gewlnnung von Fragmenten der separlerten 
Protelne der jeweiligen Proteinernten durch speziflsches Spalten 
Oder Verdau, insbesondere tryptischen Verdau, der Proteine vor 
der nach der Separation, 
5 - Ermitteln der Isotopomerenverteilung der Fragmente der 
jeweiligen Proteinernten durch MALDi-TOF-Massenspektrometrle 
und 

Berechnung der Einbaurate der Substanz aus den ermittelten 
Isotopomerenverteilungen der jeweiligen Proteinernten. 

10 

Alternativ kann der Anreicherungsgrad aus einer Messung bestimmt 
werden, wenn Abweichungen von den naturlich vorkommenden oder 
anders erwarteten Isotopomerenverteilung beobachtet werden. 
Verschiedene Anreicherungsgrade in verschiedenen Proteinen welsen 
15 auf verschiedenen Elnbauraten hin. 

Bel dem erfindungsgemaBen Verfahren wird die Einbaurate von 
Substanzen. belspielswelse AmlnosSuren, die mit stabtlen isotopen 
rnarkiert sind, in Protelne bzw. Peptide berechnet. Unter Einbaurate ist 

20 die Veranderung der elngebauten Substanzmenge in elnem Protein pro 
Zeiteinheit zu verstehen. Bei den Substanzen kann es sich 
beisplelsweise um markierte Aminosauren handeln. Die marklerten 
Aminosauren kSnnen In eine Zeilprobe bzw. einen Zellpoc^ eingebracht 
werden, wobet die Zellen der Probe ab dem Zeitpunkt des Einbrlngens 

25 der Substanz, d, h. der markierten Aminosauren, mit dem Einbau der 
Substanz in die zelleigenen Proteine bzw. Peptide beginnen. 

In einem ersten Schritt des erfindungsgemSBen Verfahrens werden die 
markierten Substanzen mit den Proteinen gemischt. Ab diesem 
30 Zeitpunkt kann es zu einem Einbau der Substanz mit einer zu 
bestimmenden Einbaurate in die Protelne kommen. 
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In einem welteren Schritt wird mlndestens eine Proteinernte durch 
Entnahme der Proteine zu mindestens einem bestimmten Zeitpunkt 
gewonnen. Mit fortschreitender Zeit werden entsprechend der 
Einbaurate zunehmend Substanzen in die Proteine eingebaut. Werden 
5 zu definierten Zeitpunkten Proteinernten bzw. Proteinproben 
entnommen, ist es mdglich. anhand dieser Proteinernten die Einbaurate 
zu bestimmen. Handelt es sich bei der zu untersuclienden Probe urn 
eine markierte Zellprobe. werden Zellen aus der Probe entnommen. 
gewasclien und lyslert. 

10 

In einem nSchsten Schritt werden die Proteine der jeweiiigen 
Proteinernten mit Hilfe eines Separationsmittels, insbesondere eines 2D- 
Geis, separiert. IVIah eriiait dadurch eine Auftrennung der in der Probe 
vorhandenen Proteine aniiand von spezifischen Proteineigenschaften. In 
15 Folge werden einzelne. durch die Separation gefundene Proteine 
anaiysiert. Hlerbei werden die Anreicherungen der Substanzen in den 
zugehorlgen. sich entsprechenden glelchartigen Proteinen der zeitlich 
aufelnanderfolgenden Proteinernten zueinander in Beziehung gesetzt. 

20 Nachfolgend werden Fragmente der separierten Proteine der jeweiiigen 
Proteinernten durch spezifische Spaltung oder Verdau, Insbesondere 
durch tryptischen Verdau, der Proteine gewonnen. 

Danach wird die Isotopomerenverteilung der Fragmente der jeweiiigen 
25 Proteinernten durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie ermittelt. Die 
Isotopomerenverteilungen der Fragmente kann hochauflOsend, 
innerhalb enger Fehlergrenzen reproduzierbar, ermittein werden. Dies 
ist eine Grundvoraussetzung des Verfahrens, da sich die 
Substanzanreicherung von Proteinernten zweier aufeinanderfolgenden 
30 Zeitpunkte, abhSngIg von der Einbaurate und der Zeitdifferenz zwischen 
den unterschiedlichen Zeitpunkten. nur geringfOgig unterscheiden kann. 
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In einem letzten Schritt wird die Einbaurate der Substanz aus den 
ermittelten Isotopomerenverteilungen der jeweiligen Protelnernten 
berechnet. 1st die Peptidsequenz bekannt und damit auch die 
vorliandenen Aminosauren, l^ann die Einbaurate fUr spezifische 
5 Aminosauren berechnet werden. 

Das In [Vogt 1993] beschriebene Verfahren zur Bestlmmung von 
Isotopenanreiclierungen unter Verwendung von 

Isotopomerenverteilungen kann beisplelsweise direkt zur Berechnung 
10 der Einbaurate der Substanz aus den ermittelten 
Isotopomerenverteilungen der jeweiligen Protelnernten angewendet 
werden. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform wIrd das Verfahren zur 
15 Bestimmung der EInbauraten von marklerten Substanzen in Protelne zur 
Bestlmmung der Auswirkung einer Beelnflussung, Insbesondere einer 
Stimulation, auf die EInbauraten glelohartiger Protelne in einer ersten 
und einer mindestens zweiten marklerten Probe verwendet. Mindestens 
eine der Proben wird mit einem Beeinflussungsmittel beelnfluBt. Die 
20 EInbauraten der Substanz werden ftlr die jewelllge Probe ermlttelt und 
die Auswirkung der Beeinflussung wIrd durch Blldung des VerhSltnisses 
der jeweiligen EInbauraten bestimmt. 

In einer bevorzugten AusfDhrungsform werden die Protelne durch 
25 Aminosauren markiert, die mit stabilen Isotopen angereichert wurden. 
Hierbei wird beispielsweise eine Zelikultur auf einem Medium gezQchtet, 
das mit Isotopen angerelcherte Aminosauren enthait. Hierbei kann es 
sich um gielche Oder verschledene Aminosauren mit gleichen oder 
verschiedenen Isotop-Markierungen handeln. 

30 

Bel weiteren bevorzugten AusfQhrungsformen sind die Isotope ^®N, ^'*C, 
^^c, ^^'N, ''«0,^S und/oder^Ha. 
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In besonders bevorzugten AusfQhrungsformen der erfindungsgemaSen 
Verfahren sind die Isotopenanreicherungen kleiner als 95 %, 
vorzugsweise kleiner als 90 %, insbesondere kleiner als 80 %. 

5 vorzugsweise kleiner als 40 % und besonders bevorzugt kleiner als 30 
%. Bekannte Verfahren sind auf hohe Isotopenanreicherungen von 
beispielswelse grOfier als 90 % angev\/iesen, da beispielsweise eine 
Oberlagerung der Isotopomerenverteilungen der natQrIich 
vorkommenden MolekQIe mit den Isotopomerenverteilungen der 

10 angereicherten MolekQIe eine Analyse erschwert bzw. unmaglich macht 
Durch die Konnbination von MALDI-TOF-Massenspektrometrie In 
Verbindung mIt beisplel^eise dem in [Vogt 1 993] beschriebenen 
Verfehren 1st es erstmals mdgllch, derart geringe 
Isotopenanreicherungen auszuwerten. Ein wesentllcher Vorteil ist diese 

15 Tatsache auch bel der Bestimmung von EInbauraten, da hier zwischen 
zwel unterschiedllchen MeSzeltpunkten nur geringe Untersphlede In den 
Isotopenanreicherungen auftreten kdnnen. 

Die Erfindung umfaSt ferner eIn Verfahren zur Gewlnnung von 
20 Informationen Ober AminosSurensequenzen von Peptiden, bel dem die 
Informationen Qber die Amlnos^urensequenzen mtt Hilfe der durch 
hochaufiesende Massenspektrometrie ermittelten 

Isotopomerenverteilung der Peptide gewonnen wird. 

25 Bel dem erfindungsgemSBen Verfahren wird die Isotopomerenverteilung 
etnes Peptids bzw. Proteins dazu benutzt, neben anderen spezifischen 
Parametern, beispielsweise der Peptidmasse, Informationen Qber 
Aminosdurensequenzen des Peptids zu gewinnen. Diese Informationen 
konnen als zusatzliche Information bei der Quailfizierung des zu 

30 untersuchenden Peptids verwendet werden. Beispielsweise kann in 
einem Peptid bel der Peptlde-Mass-Fingerprint Methode neben dem 
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m/z-Wert die Isotopomerenverteilung als zusatzlicher unabhangiger 
Suchparameter verwendet werden. 

In einer Weiterbildung des Verfahrens betreffen die Informationen Qber 
5 die Aminosaurensequenzen die Aminosauren-Sequenzzusammenset- 
zung der Peptide. Stabilisotopangereiclierte Peptide mOssen 
stabilisotopangereicherte AmlnosSuren enthalten. Wen n die Verteilung 
der Stabilisotope Ober alle AminosSuren bekannt ist, so entliait die 
Isotopomerenverteilung der Peptide eines Proteins such 
10 Aminosauresequenzinformatlbnen, weil die Stabilisotopinkorporation 
sequenzspeziflsch Ist. Dies trim nicht nur fQr kQnstlich angerelcherte 
Stabilisotope, sondem auch fOr natUrlich vorkommende Stabilisotope, 
Insbesondere in Anwesenhelt von schwefelhaltlgen Aminosauren. zu. 

15 Die Anwesenhelt der schwefelhaltlgen Aminosauren Cystein und 
Methionin in einem Peptid fQhrt aufgrund der charakteristlschen 
Isotopenverteilung des Elements Schwefel zu einer spezlflschen 
Isotopomerenverteilungen derartiger Peptide. Das Element Schwefel 
besitzt die 4 stabilen Isotope ^^S (Haufigkeit 95 %), ^^S (0,75 %). ^S 

20 (4,2 %) und (0,015 %). Der hohe Anteil des schweren Isotops ^S 
von 4,2 % verschiebt den Schwerpunkt der Isotopomerenverteilungen 
von Cys- oder Met-haltigen Peptiden zu schwereren Massen hin. Wenn 
^S kunstlich angereichert wird, wird dieser Effekt grdfier. 

25 Wird die Isotopomerenverteilung von Peptiden bestimmt, ist gemaR 
einer welteren bevorzugten AusfDhrungsform der Erfindung die 
Detektion der Verschlebung des Schwerpunkts der 
Isotopomerenverteilung zu schwereren Massen ein Merkmal fCir die 
Anwesenhelt von stabile Isotope enthaltenden. Insbesondere 

30 schwefelhaltlgen. Aminosauren. 
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In einer Weiterbildung umfaGt die Erfindung ein Verfahren zur 
Verbesserung der lonisationsfahigkelt von Peptiden und/oder Proteinen 
nach einem enzymatischen und/oder chemischen Verdau. Nach einem 
Verdau ergeben sich verschiedene entstandige Anninosauren sowohl am 

5 C- wie N-terminalen Ende. welche aufgrund Ihrer unterschledlichen pK- 
Werte in ihrer lonisationsfSiiigkeit stark variieren. Dabei sind inn Falie 
eines beispielsweise tryptischen Verdaus die Lysln-Peptide gegenUber 
den Arginin-Peptiden stark benachtelligt Durch eine Modifikation der, 
vorzugsweise N- und C-tenminalen, Aminosduren, insbesondere inn 

10 Bereich der Seitenketten. nnit einer ei^ten Modifikationssubstanz wird 
die lonisationseffizlenz von, insbesondere lysinhaltigen, Peptiden 
gestelgert und die Starke der SIgnale der nnassenspektrometrischen 
Untersuchung stark erhSht. Als derartige Substanzen werden 
beispielsweise O-Methyllsohamstoff oder Nicotinyl-N-hydroxysuccinimid 

15 [James 2000] sowohl fQr C- wIe auch fur N-termlnale IWodiflkationen 
verwendet. 

Die zu untersuchenden MolekQIe, Insbesondere Protelne und/oder 
Peptide, werden vor der massenspektrometrischen Untersuchung 
20 zunSchst gereinigt und beispielsweise mit Hilfe eines Polyacrylamldgels 
aufgetrennt. FQr die IVIodifikation von Aminosauren wird durch 
Immobilisierung der Proteine oder Peptide, insbesondere in einer 
Polyacrylamidgelmatrix oder auf einem Umkehrphasenmaterial, eine 
hohe stochlometrlsche Effizienz erhalten. 

25 

Die Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zur Identifikation von 
MolekQIen. welche mindestens eine Phosphogruppe oder Qber ein 
Sauerstoffatom angebundene Kohlenhydrate enthalten, insbesondere 
Peptide und/oder Proteine, wIe beispielsweise Phosphoserine oder 
30 Phosphothreonine. Durch das Verfahren werden schwefelhaltige 
Gruppen, vorzugsweise durch MIchael-Addierung von schwefelhaltigen 
Nukleophllen oder durch beta-Ellmlnierung mindestens einer 
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Phosphogruppe, insbesondere durch nukleophile schwefelhaltige 
Reagenzien, welche mindestens eine Phosphogruppe verdrangen, 
eingefuhrt. Eine anschlieSende Detektion der Verschiebung des 
Schwerpunktes der Isotopomerenverteilung zu schweren Massen, 
5 bedingt durch die VerdrSngung der Phosphogruppe durch das 
schwefelhaltige Nukleophil, ist ein Indirekter Nachweis fQr die 
Anwesenheit eines Phosphoproteins Oder — peptids. 

In einer FortfQhrung des Verfahrens wird die eingefuhrte schwefelhaltige 
10 Gruppe, insbesondere eine Sulfhydrylgruppe, durch eine lelchter 
ionlsierbare Gruppe in Form eines geeigneten Reagenz, vorzugsweise 
eines Alkylierungsmittel. insbesondere 3-(Acrylamidopropyl)-trimethyl- 
ammonlumchlorld [Brune 1992] Oder 1,1,3,3-Tetramethylguanidln, 
ersetzt und vereinfacht dadurch die Identifikation 
15 phosphogruppenbelnhaltender Peptide und Proteine, insbesondere 
durch eine ErhShung der Starke der Signale be! der 
massenspektrometrischen Detektion und eine Verbesserung der 
Statistik bei hOheren Isotopomeren. 

20 Die negative Ladung beispielsweise einer Phosphatgruppe wird dadurch 
zu einer basischen Gruppe konvertiert. In einer Weiterbildung des 
Verfahrens, bei der die Michael-Addierung vor dem beispielsweise 
tryptischen Verdau stattfindet, kSnnen dadurch neue tryptische 
Spaltstellen eingefQhrt werden. Die Kombination von neuen Spaltstellen 

25 und dannit neuen Peptiden, zusammen mit einer Isotopomerlschen 
schwefel-spezifischen Signatur, identifiziert nach der Erfindung eindeutig 
das Vorhandensein und die Position der Phosphatgruppe. Wenn die 
Michael-Addierung mit einer Mischung von Reagenzien durchgefOhrt 
wird, wobei mindestens ein Reagenz eine positive Ladung einfOhrt und 

30 mindestens eines dieser Reagenzien keine positive Ladung einfOhrt, so 
entstehen pro Phosphat zwei Peptide (- ein Peptidpaar) mit 
Massenunterschleden, die abhSngig sind von dem Massenunterschied 
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der mindestens zwei verschiedenen AlkylierungsmolekUle: (1) von der 
tryptischen Spaltung nach der das Phosphat enthaltenden Aminosaure, 
(2) von der tryptischen Spaltung nach der am nachsten stehenden 
basischen Aminosaure. Diese Peptidpaare besitzen far alle 
5 phosphatenthaltenden Peptide eine isotopomerische schwefel- 
spezifische Signatur, die erfindungsgemaiJ auf das bei der Michael- 
Addierung eingefOhrte Reagenz zurQckzufOhren ist. 

Die Erfindung bezleht sich auf die Analyse von Proben aus Proteinen 
10 Oder Gemlschen von Proteinen oder fragmentierten Proteinen, bei 
denen die Isotopomeren-Verteilungen mit genQgehd groBer 
MassenauflOsung me&bar sind. 

Bel der bereits bekannten Massenanalyse von Isotopomeren-Ver- 

15 tellungen (MIDA), belspielswelse beschrleben in Analytical biochemistry 
267, 1-16 (1999), wird das Schlcksal eines bestimnnten Precursors, 
beisplelsv/eise marklertes Leucin, verfolgt. Im Gegensatz zu den 
erfindungsgemaflen Verfahren Ist es mit MIDA nicht m6glich, mehr als 
einen marlcierten Precursor, also belspielswelse eine markierte 

20 Aminosaure, zu verwenden. Die erfindungsgemaRen Verfahren haben 
dem gegenQber vi/eiterhin den Vorteil, daS der Oder die marklerten 
Precursor auch in andere Aminosauren metabolisiert werden kSnnen. 
Die hier offenbarten Verfahren unter Einsatz von RIA konnen mit mehr 
als einem Precursor eingesetzt werden. Durch den Vergieich von 

25 beobachteten und zu erwartenden Isotopomer-Verteilungen kOnnen sie 
mit etner Probe durchgefUhrt werden, DarOber hlnaus kOnnen mit diesen 
Verfahren qualitative und/oder quantitative Aussagen uber Proteine von 
zwei Oder mehr Proben gemacht werden, wobei fOr quantitative 
Aussagen vorzugswelse Protelnproben miteinander gemischt und ein 

30 Massenspektrum dieses Gemisches analysiert wird. 
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Hierbei ist es unerheblich, von welcher Art das Oder die stabilen Isotope 
sind. welche In die Peptide und/oder Proteine eingebaut werden oder 
auf welche Art und Weise die Markierung metabolisch ein- oder 
umgebaut wird. Hierdurch wird es ermogllcht, beisplelsweise 
5 kostengOnstige stabile Isotopenquellen zu verwenden, wie 
beisplelsweise Hefeextrakte. die mit marklert sind, wobei 

beisplelsweise die Aminosduren teilweise oder auch vollstsndig marklert 
sind. Derartige Isotopenquellen eignen sich beisplelsweise zur FUtterung 
von Mdusen oder anderen Versuchstieren. 

10 

Die verschledenen Isotopen-Muster der lonen von verschiedenen 
Proben werden empirisch bestlmmt, wodurch es mdglich 1st, (a) die 
Unterschiede zwischeri zwei Proben durch Messung der retativen 
Isotopomeren-Abundanzen jeder Probe zu bestimmen und (b) die 
15 Molfraktion von Jeder Probe, also deren Verhaitnis zuelnander. durch 
Verwendung des Gemisches von zwei Proben zur 
massenspektrometrischen Messung zu quantifizieren. 

Proteine oder Peptide, die erfindungsgemaiS untersucht werden kdnnen, 
20 bestehen aus MolekQien mIt zwei oder mehr Aminosauren, die durch 
eine oder mehrere Peptidbindungen mit Hilfe eines Ribosoms 
verbunden sind. FQr die Zwecke der Erilndung konnen auch 
synthetlsche oder kQnstlich synthetisierte Polypeptide oder Proteine 
hergestellt werden, solange sle ebenfalls durch RIbosomen synthetisiert 
25 werden. Es kdnnen also auch beisplelsweise Translationssysteme 
eingesetzt werden, die auf Zellextrakten beruhen und so Proteine 
produzieren. 

Die Erfindung umfalit weiterhin eln Verfahren, bel dem wenlgstens zwei 
30 unterschiedlich marklerte Proben analysiert werden. Vorzugswelse 
stammen die Proben aus komplexen blologlschen Systemen, wie 
beisplelsweise aus kultivierten Zellen, Organlsmen, Gewebe von 
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Organismen, zellulare Fraktionen oder chromatographische Fraktionen 
von biologischen Systemen. Diese Proben bestehen im allgemeinen 
nicht aus einzelnen Proteinen, deren chemische Zusammensetzung 
bekannt w3re. 

5 

EIn wlchtlger Aspekt der Erfindung ist, die Sensitivity von bestehenden 
Methoden zu erh6hen, um so die Analyse von verschiedenen Proteinen 
In Proteom-Anwendungen zu ermagllchen. Beispielsweise kann so die 
Antwort eines Systems, insbesondere eines konnpiexen biologischen 
10 Systems, auf experlmentelle Behandlungen untersucht werden. Die 
erforderliche Empfindlichkeit des eifindungsgemaBen Verfahrens erglbt 
sioh u. a. aus den Belsplelen In Komblnatlon mit den FIguren. 

Die Proben enthalten Im allgemeinen verschiedene Proteine und/oder 
15 Protein-fsoformen. Diese Proteln-lsoformen sind chemisch verschiedene 
Protelnarten, die von einer oder mehreren mRNA-MolekOlen 
synthetisiert werden, wobel die mRNA-Molekule von dem gleichen oder 
zumlndest von hoch homologen Genen transkribiert werden. So 
umfassen Protein-lsoformen beispielsweise Proteine, die von 
20 unterschiedlich gespleiSten mRNAs synthetisiert werden oder auch 
Proteine, die post-translation a I unterschiedlich mod if iziert werden. Die 
erfindungsgemaii eingesetzten Proteine oder Protein- 1 soformen werden 
an Ribosomen synthetisiert und sind nlcht durch nicht-biologische, 
chemische Methoden synthetisch hergestellt. In dem Fall. daS 
25 synthetisch synthetisierte Polypeptide oder Proteine dieser Art zu den 
Proben zugegeben werden, deckt die Erfindung Verfahren ab, bei denen 
Individuelle Proteln-Abundanzen von nicht-synthetisch hergestellten 
Polypeptiden oder Proteinen in mindestens eIner Probe bestimmt 
werden. 

30 

Im Gegensatz zur bekannten massenspektrometrlschen Analyse von 
Isotopomeren-Verteilungen (IVIIDA) ist es vortellhafterwelse fOr das 
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erfindungsgema&e Verfahren nicht erforderlich, die Aminosauresequenz 
der zu analysierenden Peptide Oder Protelne zu kennen. Vielmehr ist 
das erfindungsgemaae Verfahren dazu geeignet. bisher vOllig 
unbekannte, beispielsweise Cysteln-enthaltende Peptide zu analysieren 

5 und insbesondere zu quantifizieren, Ein Ziel der Erfindung ist es, solche 
Proteine Oder Peptide in den Proben zu detektieren, die unterschiedliche 
stabile Isotopen-Gehalte aufweisen und/oder diese Proteine in 
versciiiedenen Proben bezQglich ihrer relativen Abundanz bzw. 
Haufigkeit zu differenzieren, urn so eine relative Quantifizierung der 

0 Unterschiede in den HSufigkeiten zu ermoglichen. Das 
erfindungsgemaBe Verfahren ermOglioht die Bereitstellung von 
Informatlonen Qber relative Anderungen in den HSufigkeiten eines 
einzelnen Proteins oder einer Gruppe von Proteinen zwischen 
verschledenen Proben und die VerSnderungen Im proportlonalen 

5 stabilen Isotopengehalt dieser Proteine. wie sie beispielsweise aus 
unterschiedilcher experimenteller Behandlung der biologischen Systeme 
resultiert, welohe die Quelle fQr die Proben bereitstellen kann, die 
erfindungsgemau analysiert werden. 

0 Die verschledenen Proben kSnnen ursprQnglich identisch sein. 
Andererseits kann es sich bei dem Ursprung der Proben um 
experinrientell fiquivalente Kategorien der Probe handein, wie 
beispielsweise unterschiedliche Tiere oder Gruppen von Tieren oder 
verschiedene Kulturen von kultivlerten Zellen, die von einer Mutterkultur 

5 Oder Gruppen einer Mutterkultur abstannmen. Vor der Zellernte bzw. - 
entnahnne werden die verschiedenen Proben, insbesondere die 
verschiedenen Zellkulturen oder Tiere bzw, Tiergruppen wahrend des 
Verlaufes des Experinients unterschiedlich behandelt FQr 
Kontrollproben sollten die experimentellen Bedingungen entsprechend 

0 gewShlt werden. 
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Mit dem erfindungsgemaSen Verfahren kdnnen die relativen stabrlen 
Isotopengehalte bestimmt warden und so die relativen quantitativen 
Beziehungen zwischen verschiedenen multiplen Paaren oder Gruppen 
von Polypeptid-lonen oder Protein-lonen der selben chemischen 
5 Struktur oder der selben monoisotopischen Masse von den ver- 
schiedenen Proben ermittelt werden, Besagte lonen unterscheiden sich 
lediglich in ihrem stabilen Isotopen-Gehalt innerhalb der verschiedenen 
Proben, Eine oder mehrere Tochter-lonen, wie beispielsweise tryptische 
Peptid-lonen, von dem selben Protein in jeder Probe konnen benutzt 
10 werden, urn die Unterschiede im stabilen Isotop-Gehalt und/oder im 
Proteinhaufigkeltsverhaitnis zwischen den Proben zu errechnen. 

Die Protelne und/oder Peptide In den Proben kSnnen unterschledlichen 
Markierungen mit stabilen Isotopen unterzogen werden, indem die 

15 lebenden Systeme, insbesondere Zellen, vor, wahrend oder nach der 
Behandlung metabolisch markiert werden. Die Reagenzien zur 
Maricierung mOssen hierbei nicht homogen sein. Die Proben kdnnen 
zusatzlich Oder alternativ mit verschiedenen stabilen Isotopen markiert 
vverden, indem beispielsweise Alkylierungsreagenzien mit 

20 verschiedenen stabilen Isotopen-Gehalten zu den Proteinen bzw. 
Peptlden jeder Probe gegeben werden. Diese Alkylierungsreagenzien 
mOssen nicht homogene stabile Isotopenverbindungen aufweisen. Fur 
die Markierung konnen verschiedene stabile isotopische Elemente In 
einer Probe kombiniert werden, beispielsweise^H, ^^C und/oder ^^N. 

25 Diese verschiedenen isotopischen Elemente konnen in die 
verschiedenen chemischen Verblndungen der Proteine und/oder 
Peptide eingebaut werden. 

GemaB dem erfindungsgemSRen Verfahren kann die tatsachliche oder 
30 angebliche Aminosauresequenz der analysierten lonen beispielsweise 
durch Peptid-Massen-Flngerprinting oder durch Messung der Massen 
der Fragmente analyslerter lonen identifizlert werden. Weiterhin kann 
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auch die Verteilung der stabilen Isotope tiber bestimmte Aminos^uren 
durch rechnerische Simulation ermittelt werden. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform werden die lonen wahrend der 
5 Massenspektrometrie fragmentiert, um Tochter-lonen zu generieren, die 
in ihren Massen durch Bestandteile voneinander abweichen, die Qber 
Peptidblndungen mit dem Ion verbunden sind, wie beispielsweise 
AminosSuren, posttranslational modlflzlerte Aminos^uren Oder andere 
chemisch modlfizierte Aminosauren. Beispielsweise wird hierfUr eine 
10 Fragmentation durchgefOhrt, die auf einer Kollislon in MS/MS-Analysen 
basiert oder aber auf einer „post source decay fragmentation" nach einer 
MALDI-lonlsierung beruht. Eine Analyse der Isotopomeren-Vertellungen 
der Tochter-lonen ermfiglichl eine Bestimmung der stabilen 
Isotopengehalte von jeder AminosSure In den Polypeptid-lonen aus 
15 jeder einzelnen Probe. 

Vorteilhafterweise kann eine oder mehrere Anderungen In dem stabilen 
Isotopengehalt der Protelne oder Peptide in Kombination mit 
Informationen aus anderen Quellen genutzt werden, um die Antwort des 

20 biologischen Systems auf die experlmentellen Bedlngungen zu 
interpretieren. Beispielsweise kann die mdglicherweise beobachtete 
hShere HSufigkeit von stabilen Isotopen in einem oder mehreren 
Proteinen, welche bekanntermaSen in einer StreBantwort involviert sind, 
einen gegensatzlichen Effekt oder eine toxische Antwort auf eine 

25 bestimmte experimentelle Behandlung bei bestimmten Zellen in dem 
System indizieren. Weiterhin kann beispielsweise eine VerSnderung in 
dem Gehalt der stabilen Isotope in einem oder mehreren Proteinen, die 
vermutlich bei der Redox-Regulation eine Rolle spielen, eine oxidative 
StreS- Oder hydroxische Reaktion des Systems auf die Behandlung 

30 anzelgen. DIeser Aspekt der Erfindung betrifft neben dem 
erfindungsgemaSen Verfahren bezOgllch quantltativer Aussagen auch 
das erflndungsgemaSe Verfahren bezQglich qualitativer Aussagen. FQr 
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das erfindungsgemaiie Verfahren hinsichtlich quantitativer Aussagen 
werden die Ergebnisse bezuglich der Abundanzen von einem Oder 
mehreren Proteinen in Komblnation mit Informationen von anderen 
Quellen ausgewertet, um so die Antwort des bloiogischen Systems auf 
5 die experimentellen Bedingungen zu interpretieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist in besonderer Weise dazu 
geeignet, zwel Oder mehr Proteine oder Peptide in einer oder nnehreren 
Proben zu untersuchen. Vorteilhafterweise kOnnen belspielsweise sogar 
10 mehr als 10 oder sogar mehr als 100 verschiedene Proteine in einer 
Oder mehreren Proben erflndungsgemSB analysiert werden. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung wird das 
ernndungsgematte Verfahren in automatisierter Weise, belspielsweise 

15 unter Einsatz von Robotern Oder ahnlichem durchgefOhrt. Diese 
automatisierte Vorgehenswelse kann belspielsweise for die Vorbereitung 
der Proben, die Trennung der Proben, die Fragmentierung der Proben 
und/oder die DurchfOhrung der massenspektrometrischen Analyse 
eingesetzt werden, wodurch vorteilhafterweise der Probendurchsatz 

20 erheht wlrd und damit im allgemeinen naturiich die Kosten gesenkt 
werden. 

Die genannten Merkmale und weitere Merkmale der Erfindung ergeben 
sich aus der nachfolgenden Beschrelbung von Experimenten in 
25 Verbindung mit den UnteransprQchen und Figuren. Hierbei konnen die 
Einzelmerkmale jeweils fOr sich oder zu mehreren in Komblnation 
miteinander verwirklicht sein. 

In den Abbildungen zeigen: 

30 
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Abb. 1: Mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie gemessene 
Isotopomerenverteilung eines Peptids mit einer Masse von 
ca. 840 DA, 



5 Abb. 2: Mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie gemessene Isotopo- 
merenverteilung eines Peptids mit eIner Masse von ca. 
1.570 DA, 

Abb. 3: Mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie gemessene 
10 Isotopomerenverteilung eines Peptids mit einer Masse von 

ca. 2.200 DA, 



Abb. 4: Mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie gemessene 
Isotopomerenverteilung eines Peptids mit einer Masse von 
15 ca. 3.300 DA, 



Abb. 5 und 6: 

Die Abbildungen zeigen Peptide aus unterschledlichen 
Massenbereichen der zum gleichen Protein gehOrigen 
20 Massenspektren aus einem Zellpool A. einem Zellpool B 

und aus einer Mischung AB. 
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Methoden 

Die in den folgenden Experimenten verwendeten Schritte bzw. 
Methoden sind mit Hilfe von Buclistaben bezelchnet, auf die 
5 nachfolgend Bezug genommen wird. 

a) ist eine veriiffentlichte Methods: Oda et al., 1999; Pasa-Tolic et al.. 
1999; Smith etal., 2001. 

10 b), c), d) and el) sind 'state of art' Methoden: Kellner, Lottspeich, Meyer, 
Microcharacterizatlon of Proteins. Wiley-VCH. 1999; Schrattenholz 
(Hrsg.), Methoden der Proteomforschung, Spektrum Verlag, 2001. 

e2) ist die Grundvoraussetzung fOr die hier beschrlebenen Verfahren. 
15 Diese Grundvoraussetzung wurde durch eigene Messungen gefunden 
und auch nachgewiesen. 

f) ist eine verdffentlichte Methode: Vogt et al., 1993. 

20 Die Anwendung von 0 auf ©). d- die Verwendung der Isotopomeren- 
verteiiungen von MALDl-TOF-Spektren zur Berechnung von 
Mischungsverhaltnissen normaler und schwach ""^N (bzw. ^^C)- 
angereicherter Proteine, wurde ebenfalls durch eigene Messung 
gefunden und bestatlgt. 

25 

Als Massenspektrometer wurde ein Autoflex 3 der Firma Bruker 
Daltonics verwendet. 
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Experlment 1 : 

Bestimmunq von Massenspektren von Peotiden m it MALDI-TOF- 
Massenspektrometrie. 

5 Die mit MALDI-TOF gemessenen Massenspektren von Peptiden mit 
Massen von z. B. ca. 840, 1.570, 2.200 und 3.300 zelgen die in Abb.1 
bis Abb. 4 gezelgten, typischen Isotopomerenverteilungen Diese 
Vertellungen kommen durch die Existenz von schweren Isotopen der 
Elemente zustande, aus denen die Peptide aufgebaut sind. Den grSliten 

10 EinfluR haben dabei die relativ hSufigen schweren Isotope der Elemente 
Kohlenstoff (C^^ =1.1%) und Stickstoff (N^® = 0.37 %). 

Experiment 2: 

15 Reproduzierbarkeit von m it MALDI-TOF gemessenen 
Isotopomerenverteilungen. 

Beim Verdau der separierten Proteine wird das Enzym Trypsin 
venwendet. Trypsin verdaut aber nicht nur die Proteine sondern auch 

20 sich selbst, d. h. bei jedem Verdau entstehen spezifische 
Trypsinfragmente. Diese Trypsinfragmente haben definlerte Massen (z. 
B.: 842.5, 2.211, 2.283, 1.045) und dienen in MALDI-TOF-Spektren von 
tryptisch verdauten Proteinen zur Eichung der Massenskala. Sie elgnen 
sich daher besonders zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit von 

25 Isotopomerenverteilungen mit Hilfe von MALDI-TOF. 

Getestet wurde die Obereinstimmung bzw. Reproduzierbarkeit von 
Jewells 100 Isotopomerenverteilungen der Trypsinfragmente der Massen 
842.5, 2.211, 2.283, 1.045. Die Vertellungen stimmen innerhalb einer 
30 Schwankung von ± 5 % miteinander Oberein. Die mittleren Vertellungen 
stimmen innerhalb dieses Fehlers auch mit den theoretlschen 
isotopomerenverteilungen der Trypsinfragmente Oberein. 
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Die Methode wurde aulier for Trypsinfragmente auch fUr BSA- 
Fragmente verifiziert. 

5 Experiment 3: 

IsQtopomerenverteilunaen von Peotiden aus MALDI-TOF 
Massenspektren enthalten Informationen Ober d ie Proteinseauenz der 
Peptide. 

10 Untersuclit wurden die Isotopomerenverteilungen, die durcli die 
Anwesenheit der scliwefellialtigen AmlnosSuren Cystein und IWethlonin 
zustandel<ommen . 

Das Element Scliwefel besitzt die 4 stabilen Isotope (Hauflgkeit 95 
15 %), =^3 (0,75 %), (4,2 %) und (0.015 %). Der hohe Anteil des 
scliweren Isotops **S von 4,2 % verschiebt den Sciiwerpunkt der 
Isotopomerenverteilungen von C- Oder M-haltigen Peptlden zu 
schwereren Massen hin. 

20 Die Ergebnisse zeigen, daft die durch schwere Schwefelisotope 
hervorgerufenen Isotopomerenverteilungsverschiebungen mit MALDI- 
TOF immer dann eindeutig nachgewiesen werden konnen, wenn das C- 
bzw. M-haltlge Peptid Oberlagerungsfrei mit genQgend holier Aufiesung 
gemessen werden kann. 

25 

Experiment 4: 

pel^tive Quantifizieruna von zelluiaren Proteinha ufiakeiten mit Hiife von 
stabilen Isotooen f2-Pool Methode). 

30 

Zellpool A: markierte Zellen 
Zellpool B: unmarkierte Zellen 
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a) Die Zellen aus Zeltpool A werden in einem Medium gezQchtet, das 
"■^N (bzw. ^^C)- angereicherte Aminosauren enthait. Die ^^N-angereicher- 
ten Aminosauren werden von den Zellen aufgenommen und in die 
Zellproteine eingebaut. 
5 b) Stimulation der unmarl^ierten Zellen aus Zellpool B. 

c) Miscliung AB: i^lschung glelcher Proteinmengen aus Zellpool A und 
Zellpool B. 

d1) Die Separation der Proteine aus Zellpool A, Zellpool B und Mischung 

AB geschleht mittels 2D-Gel-Elektrophorese. 
10 d2) In-Gel tryptischer Verdau der separlerten Proteine. 

e1) Messung der (bzw. ^^C)-Anr©lch©rungen der Proteine an 

Peptiden. die aus dem tryptlschen Verdau der Proteine gewonnen 

werden (MALDl-TOF-Verfahren). Als Ergebnisse erhdit man die m/z- 

Werte und die Isotopomerenverteilungen der Peptide. 
15 e2) MH MALDI-TOF werden die isotopomerenverteilungen der Peptide 

sehr reproduaerbar nacligewiesen. 

f) Aus den Isotopomerenverteilungen sich entepreciiender tryptisclier 
Proteinfragmente aus Zellpool A, Zellpool B und Mischung AB werden 
die Proteinmischungsverhartniss© Pm bereclinet Mlscliungsverhaitnisse 
20 Pm > 1 bzw. Pm < 1 sind ein Mali fQr die Auswirkung der Stimulation auf 

die Proteinhaufigkeiten. 

Der MelJbereich Pm = 0.1 bis Pm = 10 kann noch mit einem Fehler :S ± 10 
% bestimmt werden. 

25 

Experiment 5: 

Relative Quantifizieruna von zellularen Proteinhau figkeiten mit Hilfe von 
stabiien Isotooen r3-Pooi Methode). 

30 Zellpool A: markierte Zellen 
Zellpool B: unmarkierte Zellen 
Zellpool C: unmarkierte Zellen 
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a) Die Zellen aus Zellpoo! A warden in einenn Medium geziichtet, das 
■■^N (bzw. ""^C)- angereicherte Aminosauren enthait. Die ^^N-angerelcher- 
ten Aminosauren werden von den Zellen aufgenommen und in die 
Zellproteine eingebaut. Von Zellpoo! A wird eine graUere Menge zur 

5 DurchfQhrung mehrerer Stimulationsexperlmente geztichtet. Diese 
Menge kann auch als Referenz In weiteren Experimenten und/oder zur 
Herstellung eines Testsets venwendet werden. 

b) Stimulation der unmarklerten Zellen aus Zellpoo! B. 

c1) Mischung AB: IV/Ilschung gleioher Proteinmengen aus Zellpoo! A und 
10 Zellpoo! B. 

c2) Miscliung AC: l^flischung glelcher Proteinmengen aus Zellpool A und 
ZelipoolC. 

d1) Die Separation der Proteins aus Zellpool A, Zellpool B, Zellpool C, 
Mischung AB und Mischung AC geschleht mittels 2D-Gel-Elektropho- 
15 rese. 

d2) In-Gel tryptischer Verdau der separierten Proteins. 
e1) Messung der ""^N (bzw. ^^C)-Anrelcherungen der Proteine an 
Peptiden, die aus dem tryptischen Verdau der Proteine gewonnen 
werden (MALDI-TOF-Verfahren). Als Ergebnisse erhSIt man die m/z- 
20 Werte und die Isotopomerenverteilungen der Peptide. 

e2) Mit MALDI-TOF werden die Isotopomerenverteilungen der Peptide 
sehr reproduzierbar nachgewiesen. 

f) Aus den Isotopomerenverteilungen sich entsprechender tryptischer 
Proteinfragmente aus Zellpool A, Zellpool B, Zellpool C, Mischung AB 
25 und Mischung AC werden die ProteinmischungsverhSltnisse Pm 
berechnet. Mischung sverhSltnlsse Pm > 1 bzw. Pm < 1 sind ein Mali fQr 
die Auswirkung der Stimulation auf ProteinhSufigkeiten, 

Der Melibereich Pm = 0.1 bis Pm = 10 kann noch mit einem Fehler ^ ± 10 
30 % bestimmt werden. 
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Experiment 6: 

Quantifizierunq von zellularen Proteinumsatzraten bzw. v on Einbauraten 
mit Hiife von stabilen Isotopen. 

5 Zellpool A: markierte Zellen 

Zellpool B: nnarkierte stimulierte Zellen 

a) Die Zellen aus Zellpool A werden zu einem Zeltpunkt to in ein Medium 
gebracht, das (bzw. "C)- angereicherte Aminosauren enthait. Die 
^^N-angerelcherten Aminosauren werden ab dem Zeltpunkt to von den 

10 Zellen aufgenommen und in die Zellprotelne eingebaut. 

b) Die Zellen aus Zellpool B werden zu einem Zeltpunkt lb in eIn Medium 
gebracht, das die stimulierende Substanz und (bzw. ^^C)- 
angereicherte Aminosauren enthSlt. Die ^®N-angerelcherten 
AminosSuren werden ab dem Zeltpunkt to von den Zellen aufgenommen 

15 und in die Zellproteine eingebaut. 

c) Zellernten: Ato, Ati, Ata, At3,..- und Bto, Bti, Bt2. Bts,— 

Zu bestimmten Zeitpunkten ti, ta, ta, ... > to werden die Zellen aus den 

Kulturmedien entfernt, gewaschen und lysiert. 

d1) Proteinseparation mittels 2D-Gel-Elektrophorese. 

20 d2) In-Gel tryptischer Verdau der separlerten Proteine. 

e1) Messung der ^^N (bzw. ^^C)-Anreicherungen der Proteine an 
Peptiden, die aus dem tryptischen Verdau der Proteine gewonnen 
werden (MALDI-TOF-Verfahren). Als Ergebnisse erh^lt man die m/z- 
Werte und die tsotopomerenverteilungen der Peptide. 

25 e2) Mit MALDI-TOF werden die Isotopomerenverteilungen der Peptide 
sehr reproduzierbar nachgewiesen. 

f1) Aus den Isotopomerenverteilungen entsprechender tryptischer 
Proteinfragmente aus den Zellernten Ato, An, Ata, Ata,... wird die normale 
Einbaurate En = A^*N / At des stabilen Isotops (bzw. En - A^^C / At 
30 fOr ^^C) in die Proteine berechnet 

f2) Aus den Isotopomerenverteilungen der tryptischen Proteinfragmente 
aus den Zellernten Bto. Bti. Bt2. Bts. .. wird die Einbaurate unter 
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Stimulation Es = A^^N / At des stabilen Isotops ""^N (bzw. Es = A^^C / At 
fur ^^C) in die Proteine berechnet. 

f3) Aus dem Vergleich der Einbauraten En versus Es wird die 
Auswirkung der Stimulation auf die Protein umsatzrate berechnet. 

5 

Experiment 7: 

Relative Quantifizierunq der Proteinhaufiai<eiten von murinen 
Stammzeilen mit Hllfe des stabilen Isotoos ""^N. 

10 

Das Experiment wurde an murinen Stammzeilen durchgefQhrt. Die 
Bezeichnung der einzeinen Schritte wird entsprechend der 
vorliergehenden Experimente gemaciit. in einem Scliritt a) wurden die 
Proteine von Zellpool A in ""^N (ausgeliend von der natQrIlclien ^*N- 

15 Isotopenhaufigkeit 0.37 %) auf ca. 25 % angerelchert. Zellpool B 
bestand aus Stammzeilen mit natorlicher Isotopenzusammensetzung. 
Nacli der DurchfQhrung der Schritte b) - d) wurden in e1) und e2) die 
MALDI-Spektren der tryptisch verdauten Proteine von Zellpool A, 
Zellpool B und Mischung AB gemessen. Ein Ergebnisbeispiel ist in den 

20 Abb. 5 und 6 gezeigt. Die Abbildungen zelgen Peptide aus 
unterschiedlichen IVIassenbereichen der zum gleichen Protein gehSrigen 
Massenspektren aus Zellpool A, Zellpool B und aus der Mischung AB. 
Aus den MALDI-Spektren aus den Abbildungen 6 und 6 wurde mit Hilfe 
von f) ein Mischungsverhaitnis von 1,1:1 mit einer Standardabweichung 

25 von ± 6 % fur die Mischungsanteile von Zellpool A und Zellpool B in der 
Mischung AB berechnet. Dies bestatigt innerhalb der Fehlergrenzen das 
experimenteli aufgrund von Pipettierung eingestellte 
Mischungsverhaitnis von 1:1, 



30 
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Experiment 8: 

Untersuchuna von Proteinen des Gehirns in Mausen. 

5 

Das erfindungsgemSBe Verfahren erlaubt die Detektion von sehr 
geringen Mengen von stabllen Isotopen in Proteinen, wodurch das 
folgende Experiment ermogliolit wird. 

10 MSuse werden mit stabllen Isotop-markierten Aminosauren gefCSttert. Im 
Prinzip kann die DiSt eine odor mehrere Aminosauren der 20 
vorkommenden Aminosauren enthalten. Die marklerte Aminosaure kann 
hierbel vortellhafterweise zu 99 % mIt der stabll markierten Aminosaure 
angereichert seln. In diesem Versuch wird DIO-LeucIn eingesetzt. 

15 welches nur minimal in andere Produkte metabolisiert wird und einen 
Massenshlft von 10 pro Leucin induziert. 

Der Aminosaurepool, der fUr die Proteinsynthese In der Maus verfOgbar 
ist, speist sich aus dem mIt dem Putter aufgenommenen Material und 
20 dem Abbau von existierenden Proteinen in Aminosauren. Da die 
Biomasse der Proteine in der Maus groB ist, ist elne Inkorporatlon von 
mehr als 90 % in neue Proteine schwer zu erreiclien. 

Die neu syntlietisierten Proteine sind chemisch niciit von den bereits 
25 existierenden Proteinen untersclieidbar, die keine markierten stabllen 
Isotope enthalten. Daher werden die stabilen Isotope im Stadium des 
Aminosaurepools und im Stadium des Gemischs mit den existierenden 
Proteinen verdQnnt. 

30 Nach Beginn der Diat mit den stabllen Isotopen wird die Maus stimuliert. 
HierfOrwird die Maus einem Lernprogramm unterzogen. Der LernprozeB 
Ist mit der Synthese von neuen Proteinen in bestimmten Reglonen des 
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Gehirns, insbesondere dem Hypocampus, assoziiert. Daher ist ein 
Lernprogramm mit dem Beeinflussungsmittel gemafi der vorherigen 
Beschreibung im allgemeinen Teil gleichzusetzen. 

5 Nach dem Lemprozeli der mit den markierten Aminosauren gefQtterten 
Mause wird der Hypocampus extrahlert und die verschiedenen Proteine 
Qber ein 2D-PAGE separiert. AnschlieRend werden die Proteine 
fragmentiert. Die Analyse erfotgt In HInblick auf Proteine, die in den 
MSusen des Lernprogramms mehr stabile Isotope enthalten als in den 

10 Mdusen ohne Lernprogramm. Die Detektion von vermehrten stabllen 
Isotopen in einem bestimmten Protein indlziert eine translatlonale 
Hochregullerung des Proteins als Reaktlon auf den Stimulus, also auf 
das Lernen. 

15 Angenommenerweise betrSgt der Anstieg fOr ein bestimmtes Protein 10 
%, und dieses neu synthetislerte Protein weist 50 % 
Markierungseffizienz auf. Daraus folgt, daB der Anstieg des stabllen 
Isotope in den Pool dieses Proteins 5 % ausmacht. Unter diesen 
Umstanden ist weder ein 2D-PAGE noch konventlonelle 

20 Massenspektrometrie-Quantifiaerung In der Lage, diese VerSnderung 
zu detektieren. Das erfindungsgemSfie Verfahren hingegen kann dieses 
Protein, welches in der Antwort auf den Stimulus Involviert ist. 
identifizleren. 



25 
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Patentansp ruche 

1. Verfahren zur Bestimmung des Verh§ltnisses der Proteinhaufig- 
5 keiten gleichartlger Proteine in einer ersten (a) und einer 

mindestens zweiten (b) Probe, mit den Schritten: 

Markleren der Proteine nnindestens einer Probe mit stabilen 
Isotopen, 

Herstellung einer Protelnmiscliung (c) bekannter 
10 Proteinmengen aus der ersten (a) und der mindestens 

zweiten (b) Probe, 

getrennte Separation der Proteine der ersten Probe (a), der 
Protelnmischung (c) und der mindestens zweiten Probe (b) 
mit Hllfe eines Separationsmittels, insbesondere eines 2D- 

15 Gels, 

Ermittein der Isotopomerenverteilung der Proteine aus den 
Proben (a), (b) und (c) durch Massenspektrometrie, 
insbesondere durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie, und 
Berechnung der Verhaitnisse der ProteinhSufigkeiten 

20 zwischen der ersten (a) und der mindestens zweiten (b) 

Probe aus den ermittelten Isotopomerenverteilungen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Proteine der Proben vor oder nach der Separation fragmentiert 

25 werden, insbesondere durch spezifische Spaltung oder Verdau 

der Proteine, 



3. 

30 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Proben aus einem in vivo-System stammen, insbesondere ein 
In vIvo-System sind. 
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4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet, 
da(i das Markieren in vivo erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
5 gekennzeichnet, dad mindestens eine Probe vor der Herstellung 

der Proteinmischung mit mindestens einem Beeinflussungsmittel 
beeinfluBt, insbesondere stlmuliert wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da(S das 
10 Beeinflussungsmittel eine Veranderung der Syntheserate von 

mindestens einem Protein in der Probe bewirkt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
insbesondere zur Bestimmung der Einbaurate von mit stebllen 

15 Isotopen markierten Substanzen, insbesondere von Aminosauren. 

In Proteine mit den Schritlen: 

Mischen der markierten Substanzen mit den Zellkulturen, 
Gewinnung von mindestens einer Proteinemte durch 
Entnahme der Proteine zu mindestens einem bestimmten 

20 Zeitpunkt, 

getrennte Separation der Proteine der jeweiligen 
Proteinernten mit Hllfe eines Separatlonsmittels, 
insbesondere eines 2D-Gels, 

gegebenenfalls Gewinnung von Fragmenten der separierten 
25 Proteine der jeweiligen Proteinernten durch spezlflsche 

Spaltung oder Verdau, insbesondere tryptischen Verdau, 
der Proteine vor oder nach der Separation, 
Ermittein der Isotopomerenverteilung der Fragmente der 
jeweiligen Proteinernten durch Massenspektrometrie, 
30 insbesondere MALDI-TOF-Massenspektrometrie und 
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Berechnung der Einbaurate der Substanz aus den 
ermittelten Isotopomerenverteilungen der jeweiligen 
Proteinernten. 

5 8. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 7 zur Bestimmung 
der. Auswirkung mindestens einer Beeinflussung, insbesondere 
einer Stimulation, auf die Proteinhaufigkeitsverhaltnisse 
gleichartiger Proteine in einer ersten und einer mindestens 
zweiten markierten Probe, wobei mindestens eine der Proben mit 

10 mindestens einem Beeinflussungsmlttel beeinfluSt wird, daduroh 

gekennzelchnet, daft die Elnbauraten der Substanz fOr die 
jeweilige Probe ermittelt werden und die Auswirkung der 
Beeinflussung durch Blidung des Verhaitnlsses der jeweiligen 
Einbauraten bestlmmtwird. 

15 

9. Verfahren zur Bestimmung der Anreicherung von stabflen 
Isotopen In MolekQten, Insbesondere in Proteinen oder Peptlden. 
dadurch gekennzelchnet, daft die Isotopomerenverteilung der 
IVIolekQIe durch Massenspektrometrie ermittelt und die 

20 Anreicherung der stabilen Isotope durch Vergleich der ermittelten 

isotopomerenverteilung mit mindestens einer Referenzvertellung 
der MoiekUie berechnet wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft die 
25 Referenzvertellung die theoretische, insbesondere natUrlich 

vorkommende isotopomerenverteilung der MolekUle ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daft die 
MolekQIzusammensetzung auf Basis des IVIassen-Fingerprints der 

30 MolekQie ermittelt und die theoretische Isotopomerenverteilung 

der Molektile rechnerisch anhand der MolekQIzusammensetzung 
und/oder mit Hilfe einer Datenbank bestlmmt wird. 
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12. Verfahren nach einem der AnsprQche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Referenzverteilung aus nicht 
angerelcherten MolekOIen und/oder angerelcherten Molekulen mit 

5 bekannter Anreicherung bestimmt wird. 

13. Verfahren zur Bestimmung der unterschiedlichen Anreicherung 
von stabilen Isotopen In Protelnen, Peptiden und/oder deren 
Fragmenten in unterschiedlichen Proben, dadurch 

10 gekennzeichnet, daS die AminosSuren und/oder die Fragmente 

der Proteine und/oder Peptide durch Hydrolyse und 
anschlleBende Chromatographle gewonnen, die 
Isotopenzusammensetzung der Annlnosauren und/oder der 
Fragmente bestimmt und aus den bestimmten 

15 Isotopenzusannmensetzungen die durchschnittliche 

Anreicherungsrate bestimmt wird. 

14. Venwendung oder Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet. dafi die Proteine durch 

20 Aminos^uren, die mit stabilen isotopen angerelchert wurden, 

marklert werdeh. 



15. Venwendung Oder Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daU die Isotope ^®N, ^*C, 

25 ^®C, ^^O, und/oder ^Hz sind. 

16. Verwendung oder Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Isotopenanreidierungen, insbesondere der Markierungsgrad in 

30 den gemessenen markierten Peptiden und/oder Protelnen, klelner 

als 95 %, vorzugsweise klelner als 90 %, Insbesondere kleiner als 
80 %, insbesondere klelner als 30 %, sind. 
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17. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch 
g^Kennzeichnet, daS die lonfeationsfahigkelt v6n zu 

J i untersuchende MolekOlen, insbesondere PrdtiBljielti und/ode^ 
5 Peptiden. durch Modlfikation der MblekQIe nilit 0|rter ersten 

Modifikations^ubstanz erhSht wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet. daB die 
erste Modifikatlbnssubstanz O-Methyl-isbharnstoff ist. 

lb;;;.-.- ' 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
erste IVIodifikationssubstanz Nicotinyl-N-hydroxysuccintmid Ist. 

20. Verfahren zum Nachweis von IS^olekQIen, insbesondere 
15 Phosphoprotelne und/oder Phosphopeptide, die mindestens eine 

Pho^phogruppe enthalten. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Phosphogruppe der MolekOie durch Schwefel. bevorzugt 
schwefelhaltige Alkylgruppen. ersetzt wird und der Nachweis 
durch die Verschlebung des Schwerpunkts der 
|^6tdpQmeref»vertenung der MolekOle zu schwereren Massen bin 
erfofgt. 

21. Verfahren nach Anspruch 20. dadurch gekennzeichnet. daB die 
lonisationsfShigkeit der MolekUle durch eine zweite 

25 Modifikationssubstanz erhdhtwird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. daB es 
sich bei der zweiten Modifikationssubstanz urn ©In 
Alkyllerungsreagenz. vorzugswelse urn 3-(AcryIahnidbpropy!)- 

30 trimethylammoniumchlorid, handelt. 
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23, Veiiahren zur Ermittlung von qualit^tiVen Informationen Qber 
Protelne undZoder Peptide in Proben, Insbeisbndere In 
biologischen Proben init Zellen und/oder Zellsystemen, 
ihsbesondere nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
"5 die Proteine und/oder Peptide mit zwel oder mehr stabilen isotop- 

niarklerten Aminbs^uren marklert^^^^^^^ umfassend die 

V^rfahrensschritte: 

-) Behandeln nnindestens einer Probe mit mindestens einem 
Beeinflussungsmittel vor und/oder riach der Markierung der 
10 Proteine und/oder Peptide in der Probe, 

- Ernten der Zellen und/oder Zell#st:eme, 
J Messung von einipfrti ddSr mehreren Proteinen und/oder 

Peptiyeh dutch ^^M^ 
-J fernfiitteltr der Verschiedenfn : Is^topom 
15 (Rl>=^ :fiir ausgawiWte ,b<fe^^ Proteine 

und/bder Pepti<3eelner Probe, 

Analyse der jsotopomeren-Verteilungen zur Errechnung der 
qu^iMiven Informs 

20 24. Verfahreh zur Ermittlung von qualftiativen Informatlonen Ober 
Proteine und/oder Pep^^^^ in mindestens zwei Proben, 
inSbesondere bioloQjschen Proben mit 2^l|en , und/oder 
Zejlsystemen, Insbesondeire nach einem Ver^ 
der vorhergehenden AnsprQche, wobel die Proteine und/oder 
25 Peptide mit mindestens eIner stabilen isotop-marklerten 

Aminosaure markiert werden, umfassend die Verfahrensschritte: 
Behandeln jeder Probe mit mindestens einem 
Beeinflussungsmittel vor und/oder nach der Markierung der 
Proteine und/oder Peptide in der Probe, 
30 - Emten der Zellen und/oder Zellsysteme, 
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Messung von mindestens zwel, Insbesondore mindestens 
vier. vorzugsweise mindestens sechs Peptideh und/oder 
Proteinen von jeder Probe durch Massenspektrometrie, 
Ermittlung der verschiedenen Isotopomeren-Verteilungeh 
(RIA) fur ausgewahlte oder alle gemessenen Proteine 
und/oder Peptide in einer ersten und mlnde^tfens einer 
zweiten Probe, 

Analyse der Isotopomeren-Verteilungen zur Errephnung der 
qgaiitativeri Informationen. 



10 



25. Verfahren zur Bestimmung des VerhSltnisses der Protein- 
haufigkeiten glelchartiger Proteine in einer ersten und mindestens 
einer zweiten Probe, insbesondere biologischen Probe mit Zellen 
und/oder Zellsystemen. wobei mindestens eine Probe mit 
15 mindestens ein^r. stabilen Isotop-markierten AminosSure markiert 

wir^d, umfasseriddie Verfehrensschritte:"^ 

Behandein jeder Probe mit mindestens einem 
Beeinflussungsmittel vor und/oder nacli der Marfderung der 
Proteine und/oder Peptide in der Probe, 
20 . Ernte der Zellen und/oder Zeilsysteme, 

. Mischung von Aliquots der Proben mit jewells gleichem 
Proteingehalt, 

IVIessung von mindestens zwei, insbesondere mindestens 
vier.. vorzugsweise mindestens sechs Proteinen der 
25 einzelnen Proben und der IVIischungen der Proben durcli 

Massenspektrometrie, 
. Ermittlung der verschiedenen Isotopomeren-Verteilungen fOr 
ausgewShlte oder alle gemessenen Proteine in einer ersten 

und mindestens einer zweiten Probe, 
30 - Analyse der Isotopomeren-Verteilungen zur Errechnung des 

VerhSltnisses der ProteinhSufigkeiten in jeder Probe unter 
Verwendung der Isotopomeren-Verteilungen der Proteine 
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aus den mindestens zwei Proben und der Mischung der 
Proben. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
5 gekennzeichnet. daS zur Markierung ein Gemisch von zwei oder 

mehr verschiedenen markierten Aminosauren, insbesondere 
unterschiedllch mariderten Anriinosauren. einge§etzt wifd. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
10 gekennzeichnet, daB zur Markierung eine stabile Isotopenquelle, 

die keine Aminosaure ist, eingesetzt wird, Insbesondere ^^C- 
marklerler Zucker und/oder ^®N-Atmosphare. 

28. Verfahren nach ejnem der vorhergehenden AnsprOche. dadurch 
15 gekennzeichnet, daB die Peptide und/oder Protelne nach der 

Markierung uhd vor der massenspektrometrischen Messung ein- 
bdermehrfach fragmentiert werden. 

29. Verfehren naich einem der vorhergehenden AnsprOche, daduirch 
20 gekennzeichnet, daB die Peptide und/oder Protelne in einem oder 

mehreren Trehnungsschritten nach der Behandlunig mit einern 
Beeinflussungsmlttel und vor der massensp^ktrbmetrischen 
Messung aufgetrennt werden. 

25 30. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, daB MALDI-lonisierung und/oder Electrospray- 
ionisierung fOr die massenspektrometrische Analyse mit zwei oder 
rnehr Quadrupolen. ..time of flight", ..lontrap" und/oder 
„lohcyclotron" for die lonentrennung kombiniert wird. 

30 
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